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dan hati, serta perubahan histopatologik organ hati, usus, dan lambung telah dilakukan pada tikus Sprague Dawley. 
Evaluasi	sifat	prooksidatif	zat	besi	dari	NaFeEDTA	dilakukan	dengan	metoda	deplesi-replesi	hemoglobin.	Selama	peri-
ode replesi, tikus yang sebelumnya dibuat anemia, diberi diet basal bebas Fe dan minuman H2O.	NaFeEDTA	diberikan	
sebagai sumber zat besi, dengan dosis bervariasi, yaitu dari 0,175 sampai dengan 1,40 mg Fe/ekor/hari. Kecap kedelai 
manis atau H2O	digunakan	sebagai	pembawa	fortifikan.	Fortifikan	standar	FeSO4.7H2O (0,35 mg Fe/ekor/hari) dalam 




lam kecap kedelai manis sebesar 0,35 mg Fe/ekor/hari, tidak mengakibatkan perubahan histopatologik pada organ 





tive properties were determined using hemoglobin depletion-repletion method. During 42 days of repletion periode, 
iron-depleted	rats	were	fed	iron-free	diet.	NaFeEDTA	was	ingested	in	varied	dosage,	i.e.	from	0.175	to	1.4	mg	Fe/day	
for each rat. Sweet soy sauce H2O	(0.2	mL/day)	was	used	as	fortification	vehicle	and	H2O (0.2 mL/day) as a control. 




intake up to 0.35 mg Fe/day did not result in histopathologic changes of liver, intestine, and stomach, as well.
Keywords:	Soy	sauce,	NaFeEDTA,	TBARS
PENDAHULUAN
Defisiensi zat besi merupakan salah satu problema ke-
se hatan dunia termasuk Indonesia. Problema ini banyak di-
jumpai pada kelompok beresiko tinggi, yang meliputi bayi 
dan anak-anak berusia 0,5-4 tahun, remaja pada masa pertum-
buhan, perempuan usia subur, hamil dan menyusui. (Anonim, 
2004; Zhang dkk., 2004 dan Anonim, 2006). Menurut Pee 
dkk. (2002), sebanyak 40-45 % anak berusia 0-4 tahun di 
negara berkembang menderita anemia; bahkan di Asia Teng-
gara, angka tersebut mencapai 60-70 %. Di Indonesia, bayi 
penderita anemia gizi besi diduga melebihi 50 %, sedangkan 
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prevalensi anemia pada perempuan usia subur dan perempuan 
hamil masing-masing berkisar antara 22-47 % dan 20-65 % 
(Anonim, 2000; Untoro dkk., 2005).
Salah satu cara yang dapat ditempuh guna menurunkan 
prevalensi defisiensi zat besi adalah fortifikasi. Selama ini, 
fortifikasi dipercaya merupakan salah satu cara yang paling 
efektif untuk menanggulangi defisiensi mikronutrien, terma-
suk zat besi. Fortifikasi secara sosial mudah diterima karena 
tidak mengubah kebiasaan makan (”food habit”). Selain itu, 
fortifikasi dapat diterapkan secara legal dan mudah dipantau 
(Clift, 1997).
Dalam fortifikasi selalu diperlukan suatu makanan pem-
bawa (”fortification vehicle”). Kecap kedelai manis merupa-
kan salah satu makanan yang layak untuk dipertimbang kan 
sebagai pembawa dalam fortifikasi zat besi di Indonesia ka-
rena beberapa alasan. Alasan pertama adalah fakta bahwa ke-
cap kedelai manis sangat populer dan dikonsumsi secara luas. 
Selain itu, produk fermentasi kedelai ini kaya asam amino 
bebas. Beberapa asam amino seperti sistein, histidin, dan lisin 
diketahui dapat memacu absorpsi zat besi (Glahn dkk., 1997). 
Ketiga, kecap kedelai manis mengandung senya wa gula re-
duksi yang dapat menciptakan kondisi reduktif sehingga bisa 
meningkatkan kelarutan zat besi. Kecap kedelai manis yang 
berupa cairan memungkinkan penyebaran fortifikan lebih 
homogen dan warna coklat gelap kecap kedelai manis bisa 
menutupi perubahan warna yang mungkin timbul akibat ada-
nya zat besi. Citarasa kecap kedelai manis yang relatif kuat 
dipercaya dapat menutupi perubahan citarasa yang mungkin 
terjadi akibat fortifikasi. Selain itu, ”Maillard Reaction Prod-
ucts” (MRP) pada kecap kecap kedelai manis diketahui mem-
punyai kemampuan mereduksi Fe3+ menjadi bentuk Fe2+ yang 
bersifat lebih larut (Yoshimura dkk., 1997).
Diet masyarakat Indonesia kebanyakan berbasis bahan 
nabati. Bahan tersebut diketahui banyak mengandung in-
hibitor bagi absorpsi zat besi, antara lain senyawa fitat. Pada 
makanan berbasis bahan nabati, fortifikan ”sodium iron eth-
ylenediaminetetraacetic acid” (disingkat NaFeEDTA) meru-
pakan pilihan yang tepat. Fortifikan tersebut diketahui tetap 
memiliki bioavailabilitas yang tak berubah meskipun berada 
bersama dengan inhibitor (Lynch, 2002). Hal ini dibuktikan 
oleh Davidson dkk. (2001), yang mengevaluasi absorpsi zat 
besi pada diet sarapan pagi dengan komposisi serealia, susu, 
kedelai, dan fortifikan fero sulfat. Hasil menunjukkan bahwa 
penambahan Na2EDTA dengan rasio molar Na2EDTA : fero-
sulfat sebesar 0,3 : 1,0 dapat meningkatkan absorpsi zat besi 
dari 2,9 % menjadi 3,8 %. Dengan demikian, Na2EDTA dapat 
meningkatkan bagi absorpsi zat besi.
Selain dapat mendatangkan manfaat karena dapat men-
ingkatkan asupan zat besi, fortifikasi zat besi pada kecap ke-
delai manis kemungkinan juga dapat mendatangkan kerugian 
bagi konsumen. Hal ini disebabkan karena zat besi dari for-
tifikan tersebut dapat berperan sebagai prooksidan sehingga 
berpotensi meningkatkan terjadinya oksidasi molekul, baik 
dalam sistem pangan maupun biologis.
Zat besi sebagai metal prooksidan (ditulis dengan sym-
bol M) dikenal sebagai metal transisi karena mempunyai dua 
bilangan oksidasi, yaitu Fe2+ dan Fe3+. Dalam reaksi Fenton, 
Fe2+ dapat bereaksi dengan senyawa hidroperoksida (ROOH). 
ROOH dapat terbentuk selama oksidasi lipid. Menurut Gordon 
(1990) dalam Hudson (1990), reaksi Fe2+ dan ROOH tersebut 
menyebabkan reaksi rantai radikal bebas sebagai berikut:
  M2+  +  ROOH  →  RO•  +   OH−  +  M3+
    M3+   +  ROOH  →  ROO•  +  H+   +  M2+
          ------------------------------------------------------------------------------------------------------- +
Reaksi neto:  2 ROOH  →  RO• + OH− + ROO• + H+
        
Dalam kondisi normal, radikal bebas yang terbentuk 
dapat dikendalikan oleh antioksidan tubuh. Namun apabila 
zat besi dalam tubuh berlebihan dan kronis, maka senyawa 
radikal dapat diproduksi secara berlebihan dan menyebab-
kan kerusakan oksidatif, seperti misalnya degradasi protein 
dan DNA, serta peroksidasi asam lemak tidak jenuh (Ibrahim 
dkk., 1999). Akibat kerusakan oksidatif tersebut antara lain 
adalah perubahan struktur sel usus besar, yang akhirnya dapat 
mengarah ke timbulnya tumor usus besar, dan angka TBARS 
hepatik yang tinggi. Oksidasi terhadap komponen lemak da-
lam plasma maupun organ hati dapat dievaluasi melalui an-
gka TBARS. Selain itu, gangguan pada hati, usus, maupun 
lambung dapat dievaluasi melalui analisa histopatologik or-
gan tersebut  (Ibrahim dkk., 1999).
Berkaitan dengan hal tersebut, dilakukan penelitian ten-
tang pengaruh asupan kecap kedelai manis yang difortifikasi 
dengan NaFeEDTA terhadap angka TBARS plasma dan hati, 
serta perubahan histopatologik organ hati, usus, dan lambung.
METODE PENELITIAN 
Bahan 
Dalam penelitian ini digunakan kecap kedelai manis 
yang diketahui dibuat dari kedelai hitam (Glycine	max L.) 
dan gula kelapa tanpa penambahan rempah-rempah, dan ter-
sedia secara komersial. Selain itu digunakan pula fortifikan 
NaFeEDTA (Akzo Nobel), fero sulfat (FeSO4.7H2O) dan ba-
han kimia untuk analisis (MERCK). Sebagai hewan perco-
baan digunakan tikus Sprague Dawley jantan sapihan beru-
sia sekitar 21 hari, yang diperoleh dari Balai POM, Jakarta. 
Sebagai pakan tikus, digunakan pakan standar AIN 93 bebas 
Fe. Aquades yang telah mengalami deionisasi (”deionized 
distilled water”) digunakan sebagai pelarut dan minuman ti-
kus. ”Deionized distilled water” tersebut selanjutnya ditulis 
sebagai H2O.
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Pelaksanaan Penelitian
Evaluasi tentang sifat prooksidatif zat besi dalam Na-
FeEDTA secara in vivo dilaksanakan dengan menggunakan 81 
ekor tikus. Pertama kali, semua tikus menjalani masa adaptasi 
selama 3 hari dengan pemberian pakan standar AIN-93G (Re-
eves dkk., 1993) dan minuman H2O secara ad libitum. Selan-
jutnya tikus dengan sengaja dibuat anemia dengan pemberian 
pakan (AIN-93G) bebas Fe sampai dicapai kadar Hb < 6,0 g/
dL (periode deplesi), yang berlangsung selama 14 hari.
Tikus yang telah menderita anemia selanjutnya dibagi 
menjadi 9 kelompok, masing-masing 9 ekor. Semua tikus di-
pelihara dalam kandang individual untuk menjalani periode 
replesi selama 42 hari. Selama periode replesi, semua kelom-
pok diberi diet basal (AIN-93G) bebas Fe dan minuman H2O 
secara ad libitum. Tikus kelompok 1 diberi 0,35 mg Fe/ekor/
hari dalam bentuk fero sulfat yang dilarutkan dalam H2O. 
Tikus kelompok 2, 3, 4, dan 5 masing-masing diberi kecap 
kedelai manis yang difortifikasi dengan NaFeEDTA (0,2 mL 
kecap kedelai manis/ekor/hari). Dosis Fe dalam kecap kedelai 
manis untuk kelompok 2, 3, 4, dan 5 berturut-turut adalah 
0,175; 0,35; 0,70; dan 1,40 mg Fe/ekor/hari. Adapun tikus 
kelompok 6, 7, 8, dan 9 masing-masing diberi NaFeEDTA 
yang dilarutkan dalam H2O (0,2 mL H2O /ekor/hari). Dosis Fe 
dalam H2O untuk tikus kelompok 6, 7, 8, dan 9 tersebut bertu-
rut-turut adalah 0,175; 0,35; 0,70; dan 1,40 mg Fe/ ekor/hari. 
Asupan kecap kedelai manis maupun H2O yang mengandung 
fortifikan zat besi  dilakukan secara paksa (”force feeding”). 
Pada akhir periode replesi, dilakukan analisa angka TBARS 
plasma dan hati menggunakan metode Wuryastuti (1996) 
serta Jo dan Ahn (1998). Preparat histologi organ hati, usus, 
dan lambung dibuat menurut metode Anonim (1957) untuk 
evaluasi histopatologik. Pembuatan preparat dan evaluasi his-
topatologik dilakukan dengan bantuan Laboratorium Patologi 
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Gadjah Mada Yog-
yakarta.
Analisis Statistik 
Data angka TBARS plasma dan hati diolah mengguna-
kan analisa variansi (ANOVA) pada α 0,05. Bila terdapat per-
bedaan yang bermakna, analisa dilanjutkan dengan uji beda 
nyata terkecil ”Duncan’s Multiple Range Test” (DMRT). Se-
mua pengujian dilakukan dengan menggunakan ”Statistical 
Product and Service Solution” (SPSS) versi 11.0 ”General 
Linier-Model Univariate”.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Tabel 1 menunjukkan data pengaruh jenis makanan 
pem bawa dan dosis asupan NaFeEDTA terhadap angka 
TBARS plasma tikus. Hasil analisa statistik menunjukkan 
bahwa pemberian NaFeEDTA dalam kecap kedelai manis 
tidak meningkatkan angka TBARS plasma. Hal ini didukung 
dengan hasil penelitian lain yang menunjukkan bahwa pem-
berian NaFeEDTA (bervariasi dari 0,175 sampai 1,40 mg Fe/
ekor/hari) dalam kecap kedelai manis selama 14 hari, tidak 
mempengaruhi kadar Fe serum tikus (Naruki, 2009). Kon-
disi tersebut menyebabkan angka TBARS plasma juga tidak 
berubah seiring dengan peningkatan asupan NaFeEDTA.
Tabel 1.  Angka TBARS plasma tikus dengan asupan forti-
fikan NaFeEDTA yang bervariasi dengan makanan 


















1. Angka-angka yang diikuti dengan huruf yang sama menunjukkan antar 
nilai TBARS tidak berbeda nyata pada α 0,05
2. Angka TBARS plasma tikus yang diberi Fe-sulfat (0,35 mg Fe/ ekor/
hari) dalam H2O adalah 2,046 nmol MDA/L plasma
Gambar 1 menunjukkan bahwa kenaikan asupan Na-
FeEDTA mengakibatkan peningkatan angka TBARS hati. 
Hal ini sejalan dengan fakta bahwa asupan Fe yang semakin 
Gambar 1.  Pengaruh makanan pembawa (kecap kedelai manis dan H2O) 
dan dosis asupan NaFeEDTA (mg Fe/ekor/hari) terhadap angka 
TBARS hati tikus. Huruf yang berbeda menunjukkan adanya 
perbedaan nyata pada α 0,05. Angka TBARS hati tikus yang di-
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meningkat (sampai dengan 1,40 mg Fe/ekor/hari, selama 14 
hari) terbukti dapat meningkatkan kadar Fe hati (Naruki, 
2009). Zat besi dapat berperan sebagai prooksidan yang da-
pat memicu oksidasi. Oleh karena itu, peningkatan kadar Fe 
hati dapat mengakibatkan kenaikan angka TBARS hati, se-
bagai akibat dari naiknya tingkat oksidasi komponen lemak 
hati. Jadi dosis asupan NaFeEDTA memang harus dibatasi 
sehingga konsumsi dalam jangka panjang tidak menimbulkan 
dampak negatif.
Hasil analisa histopatologik terhadap organ hati, usus, 
dan lambung tikus dapat dilihat pada Tabel 2. Ternyata asu-
pan NaFeEDTA dalam kecap kedelai manis sebesar 0,35 mg 
Fe/ ekor/hari tidak menyebabkan perubahan histopatologik 
pada organ hati, usus, dan lambung tikus. Namun demikian, 
meskipun dalam prosentase rendah (hanya 11%), asupan Fe-
sulfat maupun NaFeEDTA dalam H2O sebesar ≥ 0,35 mg Fe/
ekor/hari berpotensi menyebabkan terjadinya kongesti dan 
radang pada usus halus, serta radang pada lambung.
Tabel 2.  Perubahan histopatologik organ tikus dengan asupan fortifikan NaFeEDTA yang bervariasi dalam kecap kedelai manis 
atau H2O sebagai pembawa fortifikan
Kelompok Fortifikan Pembawa 
fortifikan




1 FeSO4.7H2O H2O* 0,35 Infiltrasi glikogen 11% Kongesti 11% -
2 NaFeEDTA Kkm 0,175 - - -
3 NaFeEDTA Kkm 0,35 - - -
4 NaFeEDTA Kkm 0,70 - - Radang 11%
5 NaFeEDTA Kkm 1,40 Infiltrasi glikogen 11% Kongesti 11% Radang 11%
6 NaFeEDTA H2O 0,175 - - -
7 NaFeEDTA H2O 0,35 - Radang 11% Radang 11%
8 NaFeEDTA H2O 0,70 - - -
9 NaFeEDTA H2O 1,40 - Kongesti 11% Radang 11%
Catatan:
Kkm = kecap kedelai manis
* Fortifikan standar FeSO4.7H2O digunakan sebagai pembanding
Infiltrasi glikogen pada organ hati dijumpai pada ti-
kus kelompok 1 dan 5, masing-masing sebesar 11 %. Infil-
trasi glikogen pada hati menggambarkan adanya akumulasi 
glikogen di hati dan diduga tidak berkaitan dengan asupan 
zat besi. Sebelum otopsi dilakukan, semua tikus dipuasakan 
terlebih dahulu sehingga seharusnya tidak ada akumulasi gli-
kogen di hati. Kemungkinan besar, tikus pada kelompok 1 
dan 5 tersebut mempunyai cacat pada metabolisme glikogen. 
Pada manusia, cacat tersebut dikenal sebagai ”von Gierke’s 
disease”. Individu penderita ”von Gierke’s disease” memili-
ki enzim glikogen fosforilase dan α(1→ 6) glukosidase yang 
cacat. Cacat pada glikogen fosforilase dan α(1→ 6) glukosi-
dase mengakibatkan molekul glikogen tidak dapat dihidrolisa 
menjadi glukosa secara sempurna sehingga terakumulasi di 
organ hati (Lehninger, 1982).
Kongesti di usus, yang mencerminkan reaksi awal ma-
suknya benda asing ke dalam tubuh, dijumpai dalam per-
sentase rendah (11%) pada tikus kelompok 1, 5, dan 9. Ada 
kemungkinan kongesti tersebut terjadi sebagai reaksi awal 
masuknya NaFeEDTA dalam jumlah yang relatif tinggi. Zat 
besi dari NaFeEDTA tersebut dapat berperan sebagai katalis 
dalam pemecahan hidroperoksida, yang menghasilkan se-
nyawa radikal yang reaktif dan dapat bersifat toksik (Ibrahim 
dkk., 1999). Penelitian lain menunjukkan bahwa kongesti 
pembuluh darah usus dapat terjadi sebagai akibat dari intok-
sikasi per oral senyawa arsen dan selenium (Anonim, 2008 
dan Novriani, 2008).
Sel radang dapat dijumpai pada preparat usus yang be-
rasal dari tikus kelompok 7, dengan persentase yang rendah, 
yaitu 11 %. Pada lambung, sel radang dapat ditemui pada 
tikus kelompok 4 dan 5, serta kelompok 7 dan 9, masing-
masing dengan persentase yang relatif rendah (11 %). Ke-
mungkinan besar asupan NaFeEDTA yang berlebihan dapat 
menyebabkan radang. Zat besi dari NaFeEDTA tersebut da-
pat bereaksi dengan hidroperoksida, menghasilkan senyawa 
radikal bebas yang reaktif. Hal ini sejalan dengan penelitian 
yang mengungkapkan bahwa inflamasi atau radang jaringan 
dapat terjadi sebagai akibat dari produksi radikal bebas yang 
berlebihan (Pincemail dalam Favier dkk., 1995). Oleh karena 
itu, dosis NaFeEDTA dalam fortifikasi kecap sebaiknya tidak 
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terlalu tinggi sehingga dalam jangka panjang tidak mengaki-
batkan gangguan kesehatan pada konsumen. 
KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, dapat di-
simpulkan bahwa asupan fortifikan NaFeEDTA dalam kecap 
kedelai manis tidak meningkatkan angka TBARS plasma, na-
mun meningkatkan angka TBARS hati. Data histopatologik 
menunjukkan bahwa asupan fortifikan NaFeEDTA sebesar 
0,175 mg Fe/ekor/hari, baik dalam kecap kedelai manis mau-
pun H2O sebagai pembawa, tidak mengakibatkan perubahan 
pada organ hati, usus, dan lambung tikus.
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